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基于 不 同方 法 测定 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 的 比较 


AA RAH 周 红 娟 杨 X 
(北京 林业 大 学 林学 院 ”北京 ”100083) 


摘 要 土壤 酸性 磷酸 酶 与 有 机 磷 的 矿 化 及 植物 的 磷 素 营养 关系 最 为 密切 。 目 前 国内 学 者 在 测定 酸性 磷酸 酶 
活性 时 主要 et 荫 《 土 壤 酶 及 其 研究 法 》 中 以 磷酸 茶 二 钠 为 基质 的 测定 方法 ， 而 国外 学 者 主要 参照 Dick 


(Methods of Soil Enzymology》 中 以 对 硝 基 茶 磷 酸 二 钠 为 基质 的 测定 方法 (PNPP)。 MSN 在 以 磷酸 茶 二 钠 为 基 
质 测 定 生成 物 的 过 程 中 ， 常 出 现 显 色 程度 不 明显 的 问题 ; 另外 ， 采 用 不 同 基质 测定 酸性 磷酸 酶 活性 也 造成 了 
测定 方法 选择 的 困难 。 为 合理 选择 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 的 测定 方法 ， 本 研究 选用 酸性 、 中 性 和 碱 性 土壤 各 10 
个 土 样 , 分 别 采用 以 磷酸 茶 二 钠 为 基质 ， 且 在 显 色 阶段 分 别 加 入 pH5.0 醋酸 盐 缓 冲 液 DPP 1) 和 pH9.4 硼酸 盐 
缓冲 液 (DPP 2) 的 方法 ， 以 及 PNPP 方法 测定 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 ,同时 也 研究 了 不 同 pH 缓冲 液 和 茶 酚 浓度 对 
生成 物 显 色 反 应 的 影响 。 结 果 表明 : 以 磷酸 茶 二 钠 为 基质 、 在 显 色 反应 阶段 加 入 pH 入 6 的 缓冲 液 时， 苯酚 和 
2,6- — PK BEAR ERU: 6; 当 加 入 pH 宇 8 的 缓冲 液 时 ,两 者 之 间 显 色 上 且 茶 酚 浓度 和 吸光 值 的 Pearson 
数 极 显著 。 这 说 明 pH 低 是 导致 高 苯酚 浓度 和 2,6- 二 澳 茶 醒 氮 亚 胺 显 色 效果 差 的 一 个 主要 原因 。 此 外 ， 

PNPP 方法 测定 时 ,在 酸性 、 中 性 和 碱 性 土壤 中 ，10 个 样本 酸性 磷酸 酶 活性 的 变异 系数 分 别 较 DPP 2 ^e 
70.0496. 42.449,58 21.1796; 极 差分 别 是 DPP 2 的 27.18 f£. 26.85 倍 和 39.43 倍 。 总 之 , 如 果 选 用 磷酸 茶 二 钠 
为 基质 测定 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 , 应 在 显 色 阶 段 加 入 碱 性 硼酸 盐 缓冲 液 ; 选用 对 硝 基 茶 磷酸 二 钠 为 基质 ， 是 
更 为 简单 和 灵敏 的 方法 。 

关键 词 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 ”磷酸 茶 二 钠 ” 对 硝 基 茶 磷 酸 二 钠 pH PE 
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Comparison of soil acid phosphatase activity determined by different methods" 


LI Yingfei, GENG Yuging , ZHOU Hongjuan, YANG Ying 
(Forestry College, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China) 


Abstract Soil phosphatase, especially acid phosphatase, plays a critical role in the decomposition of organic phosphorus and 
has a major impact on plant phosphorus uptake. Most Chinese researchers refer to the book entitled Soil Enzyme and Its 
Research Method, edited by Songyin Guan, for measurement method of soil acid phosphatase activity based on phenyl 
phosphate disodium salt substrate. In contrast, researchers outside China mainly cite the book entitled Methods of Soil 
Enzymology, edited by Dick, that was based on disodium p-Nitrophenyl phosphate tetrahydrate (PNPP) substrate. However, 
non-conspicuous coloration has existed for the measurement of products based on phenyl phosphate disodium salt substrate. 
Furthermore, it has been difficult for researchers to select an optimal method for determining acid phosphatase activity since 
these methods use different substrates. To determine the optimal method for measuring soil acid phosphatase activity, three 
different methods were used to measure the acid phosphatase activity of 10 soil samples of acid, neutral and alkaline soils, 
respectively. The three selected methods were 1) based on phenyl phosphate disodium salt substrate and colored using pH 5.0 
acetate buffer (DPP 1); 2) based on phenyl phosphate disodium salt substrate and colored using pH 9.4 borate buffer (DPP 2) 
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during chromogenic process; or 3) the PNPP method. Furthermore, the study analyzed the effects of different pH buffers 
and phenol concentrations on product absorbance. The results showed that chromogenic reaction of phenol with 
2,6-dibromchinone-chlorimide was colorless within pH < 6 buffer solution with phenyl phosphate disodium salt as the 
substrate. In contrast, the above chromogenic reaction was observed under alkaline buffer (pH — 8) in all the samples. And 
there were significant differences in the Pearson correlation coefficient (R°) between phenol concentration and product 
absorbance at 0.01 level. Therefore, pH was a significant factor in determining the coloration between phenol and 
2,6-dibromchinone-chlorimide. Furthermore, when acid phosphatase activity was determined using the PNPP method, the 
coefficient of variation of acid phosphatase activities in the 10 soil samples increased by 70.04%, 42.44% and 21.17% in acid, 
neutral and alkaline soils, respectively, which was in sharp contrast to those determined using the DPP 2 method. The range of 
soil acid phosphatase activities determined by the PNPP method was 27.18, 26.85 and 39.43 times larger than those determined 
by the DPP 2 method in acid, neutral and alkaline soils, respectively. These results suggested that regardless of soil acidity, 
PNPP was an easier and more sensitive method than DPP 2 for the estimation of soil acid phosphatase activity. In addition, if 
phenyl phosphate disodium salt was used as substrate in an assay, alkaline borate was the most suitable buffer for coloration 


reaction systems. 
Keywords 
pH; Coloration 


土壤 磷 为 植物 生长 必需 的 营养 元 素 之 一 ， 其 中 
有 机 磷 所 占 比例 达 15%~80%0Dl。 由 于 有 机 磷 不 能 被 
植物 直接 吸收 利用 ， 从 而 成 为 陆地 生态 系统 一 个 主 
要 的 限制 养分 肩 。 磷酸 酶 可 催化 磷酸 脂 或 磷酸 酥 的 
水 解 ， 其 活性 的 高 低 直 接 影响 有 机 磷 的 分 解 转 化 及 
其 生物 有 效 性 。 其 中 酸性 磷酸 单 酯 酶 与 有 机 磷 的 矿 
化 及 植物 的 磷 素 营养 关系 最 为 密切 上 4， 且 在 酸性 
ERP ARAN, 

酶 的 提取 比较 困难 ， 对 磷酸 酶 活性 的 测定 主要 是 
根据 一 定量 的 基质 在 酶 催化 反应 过 程 中 生成 物 或 剩余 
底 物 量 间接 测 得 (7 自 Kroll 等 最 早 提出 用 磷酸 葵 酯 作 
基质 ,以 酚 的 释放 量 表示 磷酸 酶 活性 以 来 站 对 土壤 
磷酸 酶 活性 测定 方法 的 改进 主要 围绕 基质 以 及 缓冲 液 
的 种 类 进行 。 已 报道 采用 的 基质 包括 天 然 的 基质 (主要 
是 核酸 )、B- 蔡 基础 酸 钠 、B- 甘 油 磷 酸 盐 、 磷 酸 共 二 钠 、 
对 硝 基 酚 磷酸 钠 和 酚 栈 磷酸 盐 等 上 "IJ。 由 于 传统 的 
分 光 比 色 测 定 方 法 成 本 低 ， 较 荧光 比 色 更 具有 普 逼 
性 。 本 研究 主要 关注 适用 于 分 光 比 色 的 磷酸 酶 基质 。 

在 分 光 比 色 方 法 中 , 目前 国际 上 大 部 分 学 者 使 
用 对 硝 基 葵 磷 酸 二 钠 为 基质 测定 磷酸 酶 的 活性 ， 且 
有 研究 表明 该 方法 是 最 快速 且 准确 的 71。 有 外 文 统 
计 , 在 磷酸 酶 的 动力 学 特征 研究 中 ， 有 706 个 数据 使 
用 对 硝 基 茶 磷 酸 二 钠 为 基质 ， 而 只 有 140 个 数据 使 
用 其 他 基质 (es。。 此 外 ,目前 我 国学 者 在 研究 中 经 常 
用 到 的 基质 是 磷酸 茶 二 钠 总 ]。 虽 早期 有 研究 表明 ， 
在 pH 6.5 条 件 下 采用 磷酸 葵 二 钠 测 定 磷 酸 酶 活性 时 
存在 显 色 不 稳定 的 问题 上 ， 但 此 测定 方法 已 收录 
在 一 些 参 考 书 中 中 。 且 目前 在 中 国 知 网 上 可 查阅 
到 不 少 使 用 该 基质 的 文献 心 “ ， 在 Science Direct 网 


Soil; Acid phosphatase activity; Phenyl phosphate disodium salt; Disodium p-Nitrophenyl phosphate tetrahydrate; 


也 有 个 别 文献 ?31。 

由 于 以 磷酸 茶 二 钠 为 基质 测定 磷酸 酶 活性 的 原 
理 是 基于 磷酸 茶 二 钠 经 磷酸 酶 水 解 后 形成 的 酚 ， 在 
碱 性 条 件 下 与 显 色 剂 2,6- 二 省 茶 醒 氮 亚 胺 反应 ,在 
酚 羟 基 的 对 位 引入 柄 亚 胺 生 色 基 而 生成 兰 色 的 殴 
8n 2577", 目前 国内 部 分 参考 书 在 描述 土壤 酸性 磷 
酸 酶 活性 的 测定 方法 时 提 到 在 培养 以 及 显 色 时 均 
要 加 入 醋酸 盐 缓 冲 液 ,使 苯酚 与 2,6- 二 省 茶 醒 握 亚 
胺 在 酸性 条 件 下 反应 55 9。 但 是 《Methods in Soil 
Biology》 中 提 到 培养 时 加 入 醋酸 盐 缓冲 液 ， 而 显 色 
时 加 入 硼酸 盐 缓 冲 液 ， 使 最 终 显 色 反应 在 碱 性 环境 
中 进行 51。 国内 大 部 分 学 者 所 参考 的 关 松 荫 的 《 土 
壤 酶 及 其 研究 法 》 中 ,在 介绍 土壤 磷酸 酶 活性 的 测 
定 方法 时 ,描述 为 测定 酸性 磷酸 酶 活性 需 采用 酸 
性 醋酸 盐 缓冲 液 培养 ， 而 在 显 色 过 程 中 只 提 到 加 
入 缓冲 液 ， 具 体 是 硼酸 盐 缓 冲 液 还 是 醋酸 盐 缓 冲 
液 ， 并 未 具体 说 明 05l。 此 外 ， 本 文 作 者 和 其 他 学 者 
前 期 相关 工作 表明 ， 在 采用 磷酸 茶 二 钠 为 基质 加 醋 
酸 盐 缓冲 液 显 色 的 过 程 中 出 现 不 显 色 而 影响 酶 活 
性 测定 的 现象 。 故 本 研究 以 测定 酸性 磷酸 酶 活性 时 ， 
酸性 条 件 下 不 利于 苯酚 与 2,6- 二 溴 葵 柄 毛 亚 胺 显 
为 假设 ， 选 用 酸性 、 中 性 和 碱 性 土壤 来 比较 基于 磷 
酸 葵 二 钠 为 基质 在 不 同 酸 碱 缓冲 液 条 件 下 的 显 色 
有 反应, 同时 把 基于 磷酸 茶 二 钠 为 基质 测定 酸性 磷酸 
酶 活性 的 方法 与 对 硝 基 茶 磷酸 二 钠 为 基质 的 测定 
方法 进行 灵敏 性 比较 ， 探 讨 基质 对 土壤 酸性 磷酸 酶 
活性 测定 准确 性 和 灵敏 性 的 影响 。 研 究 结果 可 为 土 
壤 酸 性 磷酸 酶 活性 的 测定 以 及 方法 的 选择 提供 依 
据 ， 对 改善 土壤 磷 素 营养 状况 具有 重要 意义 。 
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1 材料 与 方法 
11 供 试 土壤 

在 土壤 生物 指标 的 研究 中 ,不 能 仅 根 据 土壤 pH 
的 高 低 ， 就 简单 地 选择 酸性 磷酸 酶 或 碱 性 磷酸 酶 单 
项 指标 , 在 非 酸 性 土壤 中 也 可 以 利用 酸性 磷酸 酶 活 
性 作为 微生物 活动 和 功能 的 指标 。 为 研究 不 同类 型 
的 土壤 对 不 同方 法 的 敏感 程度 ,本 研究 选择 pH 在 
4-10 范围 的 3 类 土壤 各 10 个 土 样 来 测定 不 同 土 样 
之 间 酸 性 磷酸 酶 活性 的 极 差 和 变异 系数 。 酸 性 土壤 
采 自 江西 省 分 宜 县 大 岗 山 地 区 , pH 为 4.32~4.46, 土 
壤 类 型 是 红壤 ,植被 类 型 是 天 然 常 绿 阔 叶 林 ; 中 性 
土壤 采 自 北京 八达岭 林场 , pH 为 6.26~7.35, 土壤 类 
型 是 棕 壤 ,植被 类 型 主要 是 油 松 (Pinus tabulaeformis 
Carr); 碱 性 土壤 采 自 海拔 4 200 m 以 上 的 青海 果 洛 
藏族 自治 州 玛 多 玛 查理 镇 , pH 为 9.59~10.05, 土壤 
类 型 是 草 旬 土 ， 植 被 类 型 以 草原 为 主 。 

1.2 ”土壤 酸性 磷酸 酶 活性 的 测定 方法 

以 磷酸 茶 二 钠 (CeHNazO4P，CAS 编 号 : 3279- 
54-7) 为 基质 的 测定 方法 依据 中 国学 者 广泛 参考 的 
《土壤 酶 及 其 研究 法 》 的 方法 ' J 略 作 修改 , 采用 两 个 
方法 进行 酸性 磷酸 酶 活性 的 测定 : 一 种 是 在 显 色 时 
同 书 中 介绍 的 加 磷酸 茶 二 钠 溶 液 的 方法 一 致 ， 加 入 
酸性 醋酸 盐 缓冲 液 DPP 1); 另 一 种 是 显 色 时 加 入 碱 
性 硼酸 盐 缓 冲 液 (DPP 2)， 两 种 缓冲 液 的 配制 以 及 操 
作 步 又 参照 书 中 所 介绍 的 方法 '" 1。 

以 对 硝 基 茶 磷酸 二 钠 (C6H4NNaO6P:6H,O, CAS 
编号 : 4264-83-9) 为 基质 的 方法 参照 《Methods of Soil 
Enzymology》 中 介绍 的 方法 PNPP)D。 称 取 1.00 g 土 
壤 后 以 甲 茶 为 抑制 剂 , 添加 4 mL pH 6.5 改 进 的 通用 
的 缓冲 液 [ 每 升 缓冲 液 中 含有 12.1 g 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 
(C4HNNO3)，11.6 g 马 来 酸 (C4H4OJ)，14.0 g 柠 檬 酸 
(CsHsO7)，6.3 g 硼 酸 (H3BO;3) 和 19.52 g 氢 氧化 钠 
(NaOH)]， 和 1 mL 对 硝 基 茶 磷 酸 二 钠 基 质 溶液 后 于 
37 下 培养 1 hb。 培养 结束 后 ,添加 CaCl,; 和 NaOH 溶 
液 ， 并 将 滤液 于 400 nm 处 比 色 测 定 。 

按 文献 介绍 的 方法 对 照 试 验 有 所 差异 : DPP 1 和 
DPP 2 设立 无 基质 对 照 和 无 土壤 对 照 ; PNPP 设 立 后 
加 基质 对 照 。 为 消除 空白 差异 对 结果 的 影响 , 本 研究 
统一 设立 无 基质 对 照 和 无 土壤 对 照 。 经 测定 , DPP 1、 
DPP 2 和 PNPP 无 土壤 对 照 吸 光 值 分 别 是 0.070、 
0.112 和 0.108。 

1.3 ”缓冲 液 pH 和 茶 酚 浓度 对 显 色 反应 影响 的 测定 

为 了 解 不 同 pH 缓冲 液 对 不 同 浓度 茶 酚 和 2,6- 二 
省 茶 醒 氧 亚 胺 显 色 形 成 兰 色 靛 酚 盐 的 影响 , 采用 pH 


分 别 为 4.0、6.0、8.0 的 醋酸 盐 缓 冲 液 和 pH 10.0 的 硼酸 
盐 缓冲 液 测定 苯酚 浓度 分 别 为 0 ug:mL. 1 ugmL 
2 ugmL、3 hgmL 4 ug'mL ! $6 jg-mL HIIR YÉ 
值 。 每 个 处 理 3 次 重复 。 
1.4 数据 统计 分 析 

吸光 值 数据 采用 平均 值 :标准 差 表 示 。 不 同 土 样 
吸光 值 的 差异 ， 采 用 SPSS 18.0 进 行 LSD 差 异性 检 
验 。 不 同 pH 缓冲 液 下 不 同 葵 酚 浓度 的 吸光 值 采用 双 
因素 交互 作用 分 析 。 茶 酚 以 及 对 硝 基 酚 浓度 与 吸光 
值 的 关系 采用 Pearson 相 关 分 析 。 此 外 , 利用 MatlabR. 
2010b 做 图 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 不 同方 法 的 标准 曲线 

用 DPP 1 测定 ， 当 茶 酚 浓度 为 1.8 ugmL 'By, U 
光 值 达到 最 大 值 (0.002); 而 茶 酚 浓度 为 0.6 ug: mL" 
时 ,吸光 值 达 到 最 小 值 (-0.003)( 表 1)。 经 Pearson 相 关 
分 析 显 示 ,，6 个 茶 酚 浓度 与 所 测 吸光 值 之 间 的 相关 系 
23730.284, 相关 性 不 显著 。 


表 1 采用 DPP 1 方法 测定 土壤 酸性 磷 酶 活性 时 不 同 茶 
酚 浓 度 的 吸光 值 
Table 1 Absorbance of phenol in different concentrations 
when measured acid phosphatase activity with DPP 1 


FARE 吸光 度 
Phenol concentration (ug:mL !) Absorbance 
0 0 
0.2 0 
0.6 —0.0032:0.000 
1.0 —0.0022:0.001 
1.4 —0.0012:0.000 
1.8 0.0022:0.000 


DPP 1 参照 《土壤 酶 及 其 研究 法 》 中 中 介绍 的 方法 , 显 色 时 加 酸 
性 醋酸 盐 缓冲 液 。 下 同 。DPP 1 referred to the book of “Soil Enzyme 


and Its Research Method"?l, with acid acetate buffer addition when 
coloration. 


AIET, MARKES, WEDA Ae 
Ho DPP 2 测定 时 ， 葵 酚 浓度 与 吸光 值 之 间 的 Pearson 
相关 系数 为 0.997; PNPP 测 定时 ， 对 硝 基 酚 浓度 与 所 
测 吸光 值 之 间 的 Pearson 相 关系 数 为 1.000。 均 在 0.01 
水 平 上 显著 相关 。 
22 不 同方 法 吸光 值 的 比较 
2.2.1 ”酸性 土壤 中 酸性 磷酸 酶 活性 的 吸光 值 

由 于 用 DPP 1 测定 时 茶 酚 浓度 与 吸光 值 之 间 的 
Pearson 相 关系 数 不 显 著 ， 也 就 无 法 得 到 满意 的 标准 
曲线 ， 即 无 法 计算 生成 物 苯酚 的 浓度 。 而 在 酸性 磷 
酸 酶 活性 的 计算 过 程 中 需要 用 到 苯酚 浓度 ， 从 而 造 
成 了 酸性 磷酸 酶 活性 计算 的 困难 。 因 此 ， 本 研究 统 
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Phenol concentration (ugmL ') 
1 采用 DPP2 和 了 PNPP 方法 测定 土壤 酸性 磷 酶 活性 
时 不 同 茶 酚 浓度 与 吸光 值 (Abs) 的 标准 曲线 
Fig. 1 Standard curves of different phenol concentrations and 
absorbance (Abs) when measured acid phosphatase activity with 
DPP 2 and PNPP methods 
DPP 2 参照 《土壤 酶 及 其 研究 法 》 呈 中 介绍 的 方法 , SERES TN 
酸 盐 缓 冲 液 。PNPP 参 照 《Methods of Soil Enzymology》00 中 介绍 的 
方法 。 下 同 。 DPP 2 referred to the book of "Soil Enzyme and Its Research 


Method"?! with borate buffer addition when coloration. PNPP referred 
to the book of “Methods of Soil Enzymology"!!!.. The same below. 


一 采用 吸光 值 指标 进行 不 同 土 样 之 间 的 差异 性 比较 。 
从 表 2 中 可 知 , 用 DPP 1 测定 酸性 磷酸 酶 活性 时 ，10 个 
土 样 吸光 值 之 间 差 异 不 大 , 平均 吸光 值 为 0, 土 样 4 最 
大 值 和 土 样 3 最 小 值 之 间 仅 相差 0.008; 用 DPP 2 测定 
时 ,吸光 值 介 于 0.089 和 0.045 之 间 ; 用 PNPP 测 定时 ， 
吸光 值 介 于 1.887 和 0.691 之 间 , 极 差 为 1.196, 是 DPP 2 
的 27.18 倍 。 此 外 , PNPP 测 定时 , 10 个 土 样 吸光 值 之 间 
的 变异 系数 为 39.67%， 较 DPP 2 增加 70.04%。 

表 2 3 种 方法 测定 酸性 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 时 的 吸光 值 


Table 2 Absorbance of acid phosphatase activity in acid soils 
with three measurement methods 


土 样 编号 
Soil sample DPP 1 DPP 2 PNPP 
No. 
1 0.00120.006abc — 0.045-0.007e 0.691+0.031f 
2 -0.001+0.001bcd —0.05240.011cde 0.810+0.033e 
3 —0.004+0.001d 0.054+0.003bcde 0.820+0.043e 
4 0.004+0.001a 0.049+0.003e 0.772+0.005e 
5 0.001+0.001abe 0.089+0.004a 1.887+0.064a 
6 -0.002+0.003bcd 0.051+0.007de 0.771+0.017e 
7 0.003::0.002a 0.058-0.002bcd 0.984+0.046d 
8 0.00220.001ab ^ 0.080-0.003a 1.88740.052a 
9 0.001:0.001abc 0.063+0.002b 1.204-0.048b 
10 —0.003:0.001cd ^ 0.060--0.003bc 1.11440.043c 
平均 值 Mean 0.000+0.003 0.060+0.014 1.094+0.434 
1Rz5 Range 0.008 0.044 1.196 
Coefficient of 23.33 39.67 


variation (96) 
表 中 数据 均 为 样本 吸光 值 减 去 无 基质 对 照 吸 光 值 的 结果 。 同 列 
不 同 字母 表示 在 0.05 水 平 上 差异 显著 。 下 同 。 The data in the table are 
sample absorbance minus sample control absorbance. Different letters 
in the same column indicate significant difference among different soil 
samples at 0.05 level. The same below. 


如 果 只 考虑 无 基质 对 照 吸光 值 ， 用 DPP 1 测定 
时 ，10 个 土 样 的 吸光 值 出 现 4 个 负 值 ,而 用 DPP 2 和 
PNPP 测 定时 ,不 存在 负 值 ; 同时 考虑 无 基质 和 无 土 
塘 对 照 , 用 DPP 1 和 DPP 2 测定 所 测 土 样 结 果 全 部 为 
负 值 ， 而 用 PNPP 测 定 无 负 值 。 
2.2.2 ”中 性 土壤 中 酸性 磷酸 酶 活性 的 吸光 值 

如 表 3 所 示 , 用 DPP 1 测定 时 ， 尽 管 10 个 土 样 的 
吸光 值 在 0.05 水 平 下 差异 性 显著 , 但 极 差 仅 为 
0.007。 用 DPP 2 和 PNPP 测 定时 , 10 个 土 样 吸光 值 大 小 
的 变化 趋势 一 致 ,但 变化 幅度 不 同 。 用 DPP 2 测定 时 ， 
吸光 值 介 于 0.061 和 0.041 之 间 ， 极 差 为 0.020; 用 
PNPP 测 定时 ， 吸 光 值 介 于 1.012 和 0.475 之 间 ， 极 差 
730.537, 是 DPP 2 的 26.85 倍 。 此 外 , 用 PNPP 测 定时 ， 
10 个 土 样 吸光 值 之 间 的 变异 系数 为 23.56%, 较 DPP 2 
增加 了 42.44%。 
表 3 3 种 方法 测定 中 性 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 时 的 吸光 值 


Table 3 Absorbance of acid phosphatase activity in neutral 
soils with three measurement methods 


Nri DPP 1 DPP 2 PNPP 
1 0.005+0.000a 0.059+0.007ab 0.670+0.019b 
2 -0.001+0.001bc 0.058+0.004ab 0.665+0.018b 
3 -0.001+0.002bc 0.050+0.008abcd 0.572+0.029c 
4 0.001+0.003b 0.055+0.012abc 0.647+0.006b 
5 -0.001+0.002bc 0.049+0.004abcd 0.572+0.003c 
6 0.001+0.001b 0.048+0.007bcd 0.542+0.019cd 
7 -0.002+0.001c — 0.04540.007cd — 0.51340.011de 
8 —0.00220.001c — 0.06140.002a 1.012+0.085a 
9 0.00120.001b — 0.04140.005d  0.475+0.003e 
10 0.000-0.001bc —0.05220.008abcd 0.576-0.026c 
平均 值 Mean 0.00040.002 0.052+0.008 0.624+0.147 
{RÆ Range 0.007 0.020 0.537 
Coefficient of 16.54 23.56 


variation (%) 


2.2.3” 碱 性 土壤 中 酸性 磷酸 酶 活性 的 吸光 值 

3 种 方法 所 测 得 碱 性 土壤 中 酸性 磷酸 酶 活性 的 
吸光 值 如 表 4 所 示 。 从 表 中 可 以 看 出 , 用 DPP 1 测定 
时 ,吸光 值 变 化 不 大 ， 且 有 部 分 负 值 。 用 DPP 2 和 
PNPP 测 定时 ， 尽管 10 个 土 样 吸 光 值 的 变化 趋势 一 致 ， 
但 用 DPP 2 测定 时 ，0.05 水 平 下 10 个 土 样 吸光 值 的 差 
异性 变化 为 ab， 而 用 PNPP 测 定时 ， 差 异性 变化 为 
a~h。 此 外 , 用 PNPP 测 定时 , 10 个 土 样 吸光 值 之 间 的 
极 差 为 0.276， 是 DPP 2 的 39.43 倍 ; 变异 系数 为 
35.66%， 较 DPP 2 增加 21.17%。 
2.3 ”缓冲 液 pH 和 苯酚 浓度 对 显 色 反应 的 影响 

本 研究 采用 DPP 1 测定 酸性 磷酸 酶 活性 时 ， 即 
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表 4 3 种 方法 测定 碱 性 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 时 的 吸光 值 
Table 4 Absorbance of acid phosphatase activity in alkaline 
Soils with three measurement methods 


DPP 1 DPP 2 PNPP 

1 0.000+0.001abe 0.011+0.002ab 0.152+0.005g 

2 —0.002+0.002abc 0.011+0.004ab 0.155+0.001g 

3 0.002+0.004a 0.013+0.004ab 0.215+0.005e 

4 0.002+0.003ab ^ 0.015+0.004ab 0.309+0.001c 

5 —0.003::0.002bc — 0.01540.003a 0.315+0.004b 

6 -0.002+0.004abc —0.01140.005ab — 0.25240.003d 

7 0.000+0.003abc —0.01240.003ab — 0.196::0.002f 

8 0.0022-0.002a 0.01520.006ab — 0.30850.006c 

9 0.000+0.002abc 0.009+0.002b 0.114+0.005h 

10 —0.0042-0.001c 0.016+0.005a 0.390+0.002a 

平均 值 Mean  0.000-0.003 0.013+0.004 0.241+0.085 

{RÆ Range 0.006 0.007 0.276 
Coefficient of 29.43 35.66 


variation (%) 


使 在 酸性 土壤 中 酸性 磷酸 酶 占 优势 的 情况 下 ， 也 未 
能 获得 满意 的 结果 。 而 采用 DPP 2 测定 时 ,溶液 中 茶 
酚 和 2,6- 二 溴 茶 醒 氮 亚 胺 反应 并 呈现 蓝 色 。 这 是 否 
缓冲 液 pPH 有 关 或 者 酸性 磷酸 酶 活性 低 而 形成 的 酚 含 
量 过 低 有 关 尚 待 进一步 研究 。 为 减 小 土壤 对 酚 含 量 
测定 的 干扰 ， 本 研究 测定 了 不 同 pH 缓冲 液 下 不 同 茶 
酚 浓 度 的 吸光 值 。 结 果 表 明 , pH 和 茶 酚 浓度 对 吸光 值 
的 影响 极 显著 ， 且 pH 影响 最 大 ， 葵 酚 浓度 次 之 ( 表 5)。 
此 外 ， 从 图 2 可 以 看 出 ， 当 缓冲 液 pH 为 4.0 和 6.0 时 ， 
随 着 茶 酚 浓度 的 提高 ， 吸 光 值 未 出 现 增加 的 趋势 ， 
且 变 化 不 大 ; 当 缓 冲 液 pH 为 8.0 和 10.0 时 ， 随 着 苯酚 
浓度 的 提高 ， 吸 光 值 逐渐 增 大 。 且 当 缓 冲 液 pH 为 8.0 
时 ,， 茶 酚 浓 度 与 吸光 值 之 间 的 Pearson 相 关系 数 为 
0.969， 茶 酚 浓 度 每 增加 1 ugmL”, 吸光 值 增加 0.007; 
当 缓冲 液 pH 为 10.0 时 ,两 者 之 间 的 Pearson 相 关系 数 
为 0.998， 茶 酚 浓度 每 增加 1 jg:mL"',， 吸光 值 增加 
0.048。 相 关系 数 均 在 0.01 水 平 下 显著 相关 。 
3 Wit 

在 酸性 条 件 下 ， 不 同 浓度 的 葵 酚 显 色差 异 不 明 

表 5 缓冲 液 pH 和 共 本 浓度 对 吸光 值 的 影响 


Table 5 Effect of buffer pH and phenol concentration on 
absorbance 


变异 来 源 Variation source df F Sig. 


pH 3 18 831.851  *** 


茶 酚 浓度 Phenol concentration (PC) 5 2 993.938 Sew 
pHx 茶 酚 浓 度 pHxPC 15 
*** P<0.001. 


2 090.968 — *** 


0.3 


0.2 


Abs 


0.1 


Phenol concentration (ug:mL ) 


2 不 同 pH 缓冲 液 下 茶 酚 浓度 与 吸光 值 (Abs) 的 标准 曲线 
Fig.2 Standard curves of different phenol concentrations and 
absorbance (Abs) under different pH buffers 


显 ; 而 在 碱 性 条 件 下 ， 随 着 葵 酚 浓度 的 增加 ， 吸 光 
值 呈现 增加 的 趋势 。 且 pH 越 大 , 斜率 越 大 ， 茶 酚 的 
灵敏 度 越 高 。 所 以 说 酸性 环境 不 利于 茶 酚 和 2,6- 二 省 
茶 醒 氧 亚 胺 的 显 色 , 而 在 碱 性 条 件 下 可 得 到 显 色 结 
R, pH 低 是 导致 高 苯酚 浓度 显 色 效 果 差 的 一 个 关键 
原因 。 这 与 前 面 引 言 中 酸性 条 件 下 不 利于 葵 酚 与 2,6- 
二 省 茶 醒 毛 亚 胺 显 色 的 假设 相 一 致 。 

pH 低 是 影响 苯酚 含量 测定 的 一 个 原因 ， 这 也 被 
一 些 学 者 的 研究 所 支持 。 如 夏 栋 等 2 的 研究 表明 pH 
低 于 8 的 缓冲 液 不 利于 苯酚 和 2,6- 二 省 葵 醒 毛 亚 胺 的 
显 色 ， 显 色 时 间 缓 慢 ， 甚 至 不 显 色 ; 适宜 显 色 的 pH 
为 8~10， 且 9.4 更 为 合适 29。HalsteadP27 在 研究 pH 对 
磷酸 酶 活性 的 影响 时 ， 使 苯酚 与 2,.6- 二 澳 茶 醒 毛 亚 
胺 在 碱 性 环境 下 显 色 。 此 外 , 有 部 分 学 者 参照 《Methods 
in Soil Biology) 进行 磷酸 酶 活性 的 测定 ， 在 显 色 时 
加 入 碱 性 硼酸 盐 缓冲 液 卢 ]。 这 在 一 定 程度 上 支持 了 
DPP 2 的 测定 方法 。 由 于 培养 结束 后 加 入 硫酸 铝 溶 液 
并 过 滤 ， 此 时 已 终止 反应 。 此 后 加 入 碱 性 缓冲 液 只 
是 起 到 在 显 色 时 提供 一 种 碱 性 环境 的 作用 来 有 利于 
葵 酚 与 2,6- 二 澳 葵 醒 氯 亚 胺 反应 生成 兰 色 的 靛 酚 盐 ， 
而 不 参与 酶 促 反 应 。 因 此 ,在 显 色 时 加 入 碱 性 硼酸 
盐 缓 冲 液 并 不 会 影响 酸性 磷酸 酶 活性 的 测定 。 

尽管 采用 DPP 2 可 以 得 到 显 色 结果 ,但 如 果 同 
时 考虑 无 土壤 和 无 基质 对 照 ， 吸光 值 会 出 现 负 值 ， 
这 可 能 与 土 样 酸 性 磷酸 酶 活性 偏 低 有 关 。 此 外 ,不 
管 是 在 酸性 、 中 性 还 是 碱 性 土壤 中 , DPP2 方法 测定 
的 10 个 土 样 吸 光 值 之 间 的 变异 系数 都 小 于 用 PNPP 
测定 时 所 得 到 的 结果 , 所 以 其 灵敏 度 不 及 PNPP. 而 
采用 PNPP 以 对 硝 基 葵 磷酸 二 钠 为 基质 ， 经 过 酸性 
磷酸 酶 的 酶 促 反应 形成 对 硝 基 酚 ， 在 加 入 等 量 
NaOH 溶液 的 情况 下 ， 可 获得 快速 且 准 确 的 显 色 效 
果 ,， 且 培养 时 间 与 对 硝 基 酚 生成 量 成 正比 09。 虽 然 
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在 选 定 的 碱 性 土壤 中 酸性 磷酸 酶 的 活性 较 低 ， 也 能 
获得 满意 的 测定 结果 。 

本 研究 只 是 针对 不 同 pH 范 围 的 土壤 进行 测定 比 
较 ， 并 未 考虑 土壤 的 其 他 性 质 。 建 议 今后 对 于 我 国 
主要 土壤 类 型 进行 不 同方 法 之 间 更 加 系统 和 深入 的 


研究 。 


4 结论 


基于 以 磷酸 茶 二 钠 为 基质 测定 酸性 磷酸 酶 活性 
时 ， 加 醋酸 盐 缓冲 液 即 在 酸性 条 件 下 不 利于 茶 酚 和 
2,6- 二 溴 葵 醒 毛 亚 胺 显 色 ， 即 使 茶 酚 浓度 增加 ， 也 未 
能 获得 满意 的 吸光 值 ; 加 硼酸 盐 缓冲 液 即 在 碱 性 条 
件 下 虽然 可 以 显 色 , 但 其 灵敏 度 不 及 以 对 硝 基 葵 磷 
酸 二 钠 为 基质 测定 酸性 磷酸 酶 活性 的 结果 。 无 论 是 
酸性 土壤 、 中 性 土壤 还 是 碱 性 土壤 ,基于 以 对 硝 基 
茶 磷 酸 二 钠 为 基质 的 测定 方法 , 均 能 得 到 满意 的 结 
果 。 总 之 , 不 管 是 测定 酸性 、 中 性 还 是 碱 性 矿质 土 
塘 的 酸性 磷酸 酶 活性 ,如 果 选 用 磷酸 茶 二 钠 为 基质 ， 
应 在 显 色 阶段 加 入 碱 性 硼酸 盐 缓冲 液 ; 而 选用 对 硝 
基 茶 磷酸 二 钠 为 基质 测定 土壤 酸性 磷酸 酶 活性 ， 是 
更 为 简单 和 灵敏 的 方法 。 
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